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Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Erzeugung von 
Zelllinien sowie Organen mithilfe dif f erenzierf ahiger Zellen 
gemaft dem Oberbegriff von Anspruch 1. 

Ein spezieller Typus dif f erenzierf ahiger Zellen sind 
pluripotente Zellen, wie sie in fruhen Stadien der embryonalen 
Entwicklung auftreten, sowie Zellen der Keimbahn. Als 
pluripotente Zellen werden im folgenden Zellen verstanden, die 
sich in jeden Zelltypus dif f erenzieren konnen* Eine zu 
Pluripotenz vergleichbare, aber vermutlich auf Plastizitat 
beruhende Eigenschaft kann aber auch durch technische 
Malinahmen in Zellen spaterer Entwicklungsstuf en etwa gem^li des 
erf indungsgemafien Verfahrens induziert werden. Diese Zellen 
sind im folgenden von der Bezeichnung ^pluripotente Zellen NX 
nicht erf asst. Pluripotente Zellen verftigen liber die 
Fahigkeit, alle Zelltypen des Embryos, Fotus sowie des 
erwachsenen Organismus zu erzeugen sowie sich selbst annShernd 
unbegrenzt zu erneuern. Eine erneuerbare Quelle an Zellen, die 
in eine Vielzahl unterschiedlicher Gewebstypen dif f erenzieren 
konnen, bietet sicherlich vielfaitige Anwendungsmdglichkeiten 
in der Grundlagenforschung sowie in der 

Transplantationstherapie. Ein wichtiger Schritt zur 
Verwirklichung dieses Ziels stellt die Entdeckung dar, dass 
menschliche, embryonale Stammzellen kultiviert werden konnen 
[3] . Unter ^embryonale Stammzellen xx werden im folgenden 
pluripotente Zellen verstanden, die einer Morula oder 
Blastozyste entnommen wurden und vorzugsweise in Kulturschalen 
lebensfahig gehalten werden. Deren Gewinnung und Kultivierung 
sind dem Fachmann wohlbekannt und wurden etwa in US 6.011.197 
und WO 97/37009 offenbart. Diese embryonale Stammzellen (ES- 
Zellen) werden dabei in erster Linie von der inneren Zellmasse 
von Blastozysten gewonnen, also jener Zellen der Blastozyste, 
aus denen letztendlich alle Zellen des spateren Entoderms, 
Ektoderms und Mesoderms hervorgehen. Es sei an diesem Punkt 
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festgehalten, dass im folgenden unter „Praembryo" eine sich 
entwickelnde Zellmasse bis Tag 6 nach Befruchtung der Eizelle 
verstanden wird und ab dem Tag 6 und somit gegebenenf alls ab 
Implantation in der Gebarmutter von einem „Embryo M gesprochen 
wird. Insbesondere uinfasst der Begriff ^raembryo" hier die 
Praimplantationsstadien von der Zygote uber die Morula bis hin 
zur Blastozyste bis Tag 6 nach Befruchtung der Eizelle. Unter 
Zygote wird hier der Embryo im Einzell-Stadium 
(Pronukleusstadium) bezeichnet . Praimplantationsstadien konnen 
eingeleitet werden durch Befruchtung einer Eizelle durch einen 
Samen, durch parthenogenetische Aktivierung einer Eizelle, 
oder durch Zugabe einer oder mehrerer Blastomere in eine 
induktive Urngebung wie etwa in eine Zona Pellucida, wie dies 
von Alikani und Willadsen beschrieben wurde [11] . Der Begriff 
Morula bezieht sich hier auf alle der Zygote nachf olgenden 
Stadien der Zellteilungen inklusive der fruhen 

Zellteilungsstadien am Tag 2 und 3, in denen sich noch kein 
Blastozoel gebildet hat. Nach Bildung eines Blastozoel wird im 
folgenden von einer Blastozyste gesprochen, wobei sich dieser 
Begriff auch auf friihe embryonale Stadien beziehen kann. Die 
Blastozyste wird durch die Zona Pellucida (auiiere, nicht 
zellulare Masse) und durch den Trophoblasten gebildet und 
enthait die bereits erwahnte innere Zellmasse. Nach dem 
Schliipfen („hatchen") aus der Zona Pellucida urn Tag 6 wird 
diese Struktur ebenfalls als Blastozyste bezeichnet und ist 
gemafi obiger Terminologie ein Embryo. Methoden zur Isolierung 
einer inneren Zellmasse aus einer Blastozyste sind dem 
Fachmann bekannt [8, 9]. ^Embryonale Stammzellen >x oder „ES- 
Zellen" waren gemali dieser Terminologie, sofern sie aus der 
Morula oder der Blastozyste bis Tag 6 gewonnen werden, somit 
eigentlich „praembryonale Stammzellen", es wird aber die 
Bezeichnung ^embryonale Stammzellen" oder „ES-Zellen" 
allgemein fur pluripotente Stammzellen, die aus der Morula 
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oder Blastozyste gewonnen werden, beibehalten, auch wenn die 
Entnahme vor dem Tag 6 erfolgen sollte. 

Das Potential von pluripotenten Zellen wie etwa ES-Zellen fiir 
die Forschung und den klinischen Einsatz ist weitreichend. 
Deren zukunftige Bedeutung etwa fur in vi tro-Studien der 
menschlichen Embryogenese, ftir Untersuchungen abnormaler 
Entwicklungen (etwa durch die Erzeugung von Zelllinien mit 
gezielten Genveranderungen) , zur Untersuchung der Wirkung 
einzelner Gene, fur die Entwicklung und das Testen neuer 
Medikamente oder ais erneuerbare Quelle fiir Zell- und 
Gewebstransplantationen oder far Gentherapien sind zur Zeit 
noch kaum abschatzbar. 

Einen weiteren Auftrieb fur Forschungen dieser Art lieferte 
die Beobachtung, dass ES-Zellen einer ersten Spezies in die 
Blastozyste einer zweiten, auch unterschiedlichen Spezies 
eingeftihrt werden konnten, die nach Transfer in ein Weibchen 
der zweiten Spezies zur Geburt eines Nachkommens fuhrte, der 
genetische Merkmale beider Spezien vereint und somit eine 
Chim&re darstellt, worunter im folgenden eine sich 
entwickelnde Zellmasse verstanden wird, die eine Untergruppe 
von Zellen enthalt, die im Zellkern DNA mit signifikant 
unterschiedlicher Nukleotidbasensequenz als die anderen Zellen 
der Zellmasse aufweisen. 

Urn den genetischen Beitrag der Spender-ES-Zellen zum 
letztendlich resultierenden Organismus zu erh6hen, wurde etwa 
in US 2002062493 vorgeschlagen, nicht-humane Saugetiere zu 
erzeugen, indem ES-Zellen des betreffenden Tieres in 
tetraploide Blastozysten derselben Spezies injiziert werden. 
Die Blastozyste wird bis zur Entwicklung eines Embryos 
kultiviert und einem Weibchen zum weiteren Austragen 
ubertragen. In einer weiteren Ausf uhrungsf orm werden die ES- 
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Zellen mit Mutationen versehen und danach in tetraploide 
Blastozysten injiziiert, wodurch Nachkoiranen mit gezielten 
Mutationen erzeugt werden konnen. Verfahren dieser Art werden 
ein grofies Potential fur die Erforschung der Wirkung einzelner 
Gene bzw. deren Mutationen auf die phanotypische Entwicklung 
von Nachkoiranen zugeschrieben. 

Zur Erzeugung tetraploider Blastozysten werden in der Regel 
die Blastomere von diploiden Praembryonen im Zwei-Zell-Stadium 
durch Anwendung kurzer elektrischer Pulse fusioniert. Die so 
entstandenen Embryos konnen kultiviert werden und ftthren zur 
Entwicklung von Morulae und Blastozysten, wobei sich bei 
letzteren die Tetraploidie etwa in den Zellen der inneren 
Zellmasse manif estiert . 

Morulae konnen etwa fur eine Aggregation mit ES-Zellen und 
Blastozysten fur eine Injektion von ES-Zellen verwendet 
werden. Tetraploide Blastozysten zeichnen sich allerdings 
durch eine beschrankte Entwicklungsf ahigkeit aus . Wahrend die 
Dif f erenzierung tetraploider Zellen kaum iiber die Entwicklung 
von fruhem Entoderm und Trophoektoderm hinausgeht, konnen etwa 
injizierte diploide ES-Zellen zur Entwicklung eines reifen 
Embryos fuhren. Daher wurde diese Methode, wie etwa in 
US2002062493 dargelegt, vorgeschlagen, urn auf effektive Weise 
Chimaren zu erzeugen, da durch die reduzierte Lebensdauer der 
tetraploiden Zellen der inneren Zellmasse die Entfaltung des 
Phanotypus des Wirtes auf nattirliche Weise zugunsten der ES- 
Zellen des Spenderorganismus unterdrttckt wird, Insbesondere 
wurde vorgeschlagen, mithilfe gentechnisch verSnderter ES- 
Zellen auf rasche Weise den phanotypischen Beitrag bestimmter 
Gene zu bestimmen [1] . 

In diesem Zusammenhang ist es erwahnenswert, dass sich alle 
Versuche, durch komplette Entfernung der inneren Zellmasse und 



dessen Ersetzen durch ES-Zellen eine normale fotale 
Entwicklung zu induzieren, als Fehlschlag erwiesen haben, 
obwohl ES-Zellen die Fahigkeit zugeschrieben wird, den 
gesamten Fetus zu erzeugen. Somit wird angenomraen, dass die 
innere Zellmasse des Wirts offenbar eine entscheidende 
Funktion darin austibt, die ES-Zellen zum Wiedereintritt in ein 
embryonales Dif f erenzierungsprogramm zu induzieren, auch wenn 
es sich bei den Zellen der inneren Zellmasse urn eingeschrankt 
lebensfahige, tetraploide Zellen handeln moge. 

Die Gewinnung, Verwendung sowie genetische Veranderung von ES- 
Zellen st615t allerdings insbesondere bei humanen ES-Zellen auf 
ethische Bedenken, sodass sowohl hinsichtlich des Einsatzes 
von humanen Blastozysten als auch humaner ES-Zellen in 
Forschung und klinischer Therapie nach Alternativen zu suchen 
ist . 



Die Verwendung embryonaler Stammzellen stttfit allerdings auch 
auf technische Schwierigkeiten. So kSnnen diese Zellen zur 
Zeit etwa nur von Praembryos oder sehr frQhen Embryos gewonnen 
werden und sind, auch wenn gegenwartig mehrere ES-Zelllinien 
isoliert wurden, mit den meisten Patienten immunologisch nicht 
vertraglich. Eine mQgliche Erklarung konnte darin liegen, dass 
menschliche ES-Zellen MHC-I exprimieren [10] . Somit wird es 
entweder notwendig sein, eine Vielzahl weiterer ES-Zelllinien 
zu isolieren, oder aber ES-Zelllinien mithilfe des 
"therapeutischen Klonens" an jeden Patienten anzupassen. Des 
weiteren neigen ES-Zellen dazu, nach deren Transplantation 
Teratomae zu bilden. ES-Zellen mussten daher wahrend deren 
Kultivierung zuverlassig in entsprechende Gewebstypen vor 
deren Transplantation dif ferenziert werden. Aulierdem stellt 
sich die Frage, ob spezialisierte Zellen, die von ES-Zellen 
abgeleitet wurden, im entsprechenden Gewebe nach deren 
Transplantation auch die gewiinschten funktionalen 
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Eigenschaf ten aufweisen. So konnte etwa von Mause-ES-Zellen, 

die in vitro Insulin produzierten, nachgewiesen werden, dass 

sie in vivo keine Senkung des Blutzuckerspiegels bewirken 
konnten . 



Somit riicken Alternativen zur Verwendung von ES-Zellen in den 
Blickpunkt des Forschungsinteresses . So stellt sich etwa die 
Frage, ob nicht auch adulte Stammzellen, eventuell auch aus 
Nabelschnurblut, als Ersatz fur ES-Zellen dienen kSnnten, 
deren Gewinnung etwa aus Proben von adulten Organismen auch 
beim Menschen ethisch weniger bedenklich erscheint als die 
Gewinnung von ES-Zellen aus Praembryos oder friihen Embryos. 
Dies schien zunachst aufgrund der eingeschrankten 
Differenzierungsfahigkeit adulter Stammzellen unmoglich. 

Wie jungste Untersuchungen allerdings gezeigt haben, kfinnen 
bei der Aufreinigung mesenchymaler Stammzellen der Maus 
sogenannte MAPCs ( "multipotent adult progenitor cells") 
gewonnen werden, die nicht nur in mesenchymale Zellen 
differenzieren, sondern auch in Zellen des Entoderm, Mesoderm 
Oder Ektoderm [2] . Werden MAPCs etwa in frtihe Maus- 
Blastozysten injiziert, kann festgestellt werden, dass sie zur 
Bildung einer Vielzahl, vielleicht sogar aller somatischer 
Zelltypen beitragen. Diese Untersuchungen sind insofern 
interessant, als bis dahin angenommen wurde, dass 
gewebstypische Stammzellen, die sicherlich uber eine geringere 
Fahigkeit zur Selbsterneuerung verfttgen wie ES, im allgemeinen 
lediglich in Zellen des betreffenden Gewebes dif ferenzieren. 
Zwar wurde beobachtet, dass etwa hamatopoetische Stammzellen 
unter Umstanden auch in Zellen anderer Gewebstypen 
differenzieren kOnnen oder dass neuronale Stammzellen nach 
Injektion in eine Blastozyste zu mehreren Gewebstypen 
beitragen k6nnen, dass eine einzelne gewebstypische Stammzelle 
allerdings in funktionale Zellen einer Vielzahl an Gewebstypen 
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differenzieren k6nnte, wurde in der Regel fur praktisch nicht 
umsetzbar gehalten. Wie des weiteren gezeigt werden konnte, 
tragen MAPCs in vivo auch zur Bildung einer Vielzahl 
somatischer Gewebstypen bei, wenn sie einer Maus verabreicht 
werden. Tatsachlich hat sich gezeigt, dass MAPCs in ihren 
Eigenschaften ES-Zellen ahneln und ttberdies hinsichtlich ihrer 
Differenzierungsfahigkeit einen sehr synchronen Zelltypus 
darstellen, wie anhand von Untersuchungen der Genexprimierung 
gezeigt werden konnte. Sie bedttrfen etwa vergleichbarer 
Kulturbedingungen wie ES-Zellen, exprimieren zumindest einige 
der genetischen Marker, die auch bei ES-Zellen in vitro 
beobachtet werden (Oct-4, Rex-1, SSEA-1) , verfiigen tiber 
ausgepragte Proliferations- und Dif f erenzierungseigenschaf ten, 
tragen mSglicherweise zur Bildung aller Organe bei, wenn sie 
in Blastozysten injiziert werden und differenzieren in 
gewebstypische Zellen, wenn sie entsprechendem Einfluss der 
betreffenden Organe ausgesetzt werden. 

Die Natur dieser MAPCs ist zur Zeit allerdings noch ungeklart, 
es scheint sogar fraglich, ob die in vitro beobachteten MAPCs, 
die das Ergebnis vergleichsweiser langer Kultivierungsperioden 
von mehreren Monaten sind, in dieser Form auch in vivo 
existieren. So wird etwa spekuliert, dass MAPCs tatsachlich in 
vivo nicht existieren, sondern dass Zellen mit veranderten 
Eigenschaften, unter Umstanden auch ahnlich zu denen von 
Krebszellen, gezuchtet wurden. Einem weiteren Erklarungsmodell 
zu Folge konnte die lange Kultivierungsdauer die Reduktion der 
urspriinglichen Zellpopulation auf enthaltene Stanmizellen 
begiinstigen, wie dies etwa bei den in ihren Eigenschaften 
durchaus ahnlichen hamatopoetischen Zellen beobachtet wurde. 

In EP 1176189 wurde schlieiUich offenbart, dass aus Proben von 
adulten, somatischen Zellen etwa aus Muskelgewebe, 
Gehirngewebe, dem Blut, dem Knochenmark, der Leber oder der 



Brustdriise Zellen gewonnen werden konnten, die ein den 
pluripotenten Stammzellen Shnliches Verhalten zeigen, 
insbesondere zeigen sie eine Exprimierung von Oct-4, wie dies 
auch bei pluripotenten Stammzellen in friihen Stadien der 
embryonalen Entwicklung der Fall ist. Diese Zellen wurden auch 
als "dedifferenzierte" Stammzellen bezeichnet, urn so die 
Vermutung auszudrucken, dass offenbar Zellen eine grofiere 
Dif f erenzierf ahigkeit wiedererlangen konnten. Genauere Angaben 
iiber deren Einsetzbarkeit fur die Produktion dif ferenzierter 
oder neuer, dif f erenzierf ahiger Zellen wurden aber nicht 
geliefert . 



Es ist nun Ziel der Erfindung, ein Verfahren . zur Erzeugung 
differenzierter oder neuer, dif f erenzierf ahiger Zelllinien 
oder auch ganzer Organe zu bieten, ohne dabei 
differenzierfahige Zellen, die aus Praembryonen oder Embryonen 
gewonnen werden, wie etwa ES-Zellen, zu verwenden. Es ist 
welters Ziel der Erfindung, dies unter Vermeidung langerer 
Kultivierungsperioden der verwendeten dif f erenzierf ahigen 
Zellen zu bewerkstelligen. Abgesehen von den bereits 
skizzierten Risiken langer Kultivierungsperioden im 
Zusammenhang mit den oben erwahnten MAPCs zeichnen sich 
hierbei namlich Gefahren auch aufgrund des "genetic 
imprinting" ab [4, 5] . 

Das Ziel der Erfindung wird durch die kennzeichnenden Merkmale 
von Anspruch 1 erreicht. 



Anspruch 1 sieht dabei vor, zur Erzeugung differenzierter oder 
neuer, dif f erenzierfahiger Zelllinien oder auch Organen keine 
embryonalen Stammzellen oder Stammzelllinien, die hinsichtlich 
ihrer Pluripotenz aber einen einheitlichen 

Differenzierungsgrad verfiigen sollten, zu verwenden, wie dies 
etwa in US 6,200, 806 oder in [12] beschrieben ist, sondern 
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Zellen mit primer unterschiedlichem Dif f erenzierungsgrad, 
wodurch insbesondere eine Probe eines Spenderorganismus 
enthaltend adulte, somatische Stairunzellen charakterisiert ist. 
Unter ^unterschiedlichem Dif f erenzierungsgrad" von 

Spenderzellen wird hier verstanden, dass sie 

multipotente/pluripotente oder auch dif ferenzierte Zellen 
umfassen konnen, wobei in einer Probe adulter Zellen eines 
Spenderorganismus in der Regel eine relativ grofle Anzahl an 
differenzierter oder kaum mehr dif f erenzierf ahiger Zellen 
anzufinden sein wird und lediglich eine geringe Anzahl an 
Zellen noch tiber multipotenten/pluripotenten Charakter 
verfiigt. Zwar handelt es sich bei den Spenderzellen durchaus 
urn Zellpopulationen, die zur KonzentrationserhShung 
enthaltener Stammzellen eine Aufbereitung mithilfe gangiger 
Methoden erfahren haben, etwa im Rahmen der Herstellung einer 
hochgereinigten Fraktion aus Nabelschnurblut, es entfallt aber 
die Gewinnung synchroner Zellpopulationen, also von Zellen mit 
einheitlichem Dif f erenzierungsgrad, wie dies bei der Gewinnung 
von embryonalen Stammzelllinien der Fall ist, und der damit 
verbundenen langen Kultivierungsdauer . 

Auch wenn es denkbar ware, die Probe mithilfe ausreichend 
langer Kultivierungsperioden hinsichtlich der 

Differenzierfahigkeit der enthaltenen Zellen zu 

synchronisieren, ist dies dann nicht erforderlich, wenn sie 
erfindungsgemafi in Morulae oder Blastozysten eingebracht 
werden, deren Zellen, bei Blastozysten jene der inneren 
Zellmasse, iiber eine im Vergleich zur Wildtyp-Morula bzw. 
Wildtyp-Blastozyste eingeschrankte Oberlebensf ahigkeit 

verfugen, oder wenn die Oberlebensf ahigkeit dieser Zellen 
durch geeignete Kultivierungsbedingungen herabgesetzt wird. 
Unter Wildtyp-Morula bzw. Wildtyp-Blastozyste wird im 
folgenden eine Morula oder Blastozyste verstanden, die in 
diesem Zusammenhang noch keine Manipulation erfahren hat. Wie 
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bereits erwahnt wurde, tlbt die innere Zellmasse der 
Wirtsblastozyste offenbar eine entscheidende Funktion darin 
aus, in die Blastozyste eingefiigte ES-Zellen zum 
Wiedereintritt in ein embryonales Dif f erenzierungsprogramm zu 
induzieren, auch wenn es sich bei den Zellen der inneren 
Zellmasse, etwa aufgrund von Tetraploidie, urn eingeschrankt 
lebensfahige Zellen handeln mSge. Wie nun uberraschend 
festgestellt wurde, ist es aufgrund der durch die Zellen der 
inneren Zellmasse, aber auch durch die Zellen der Morula, 
gegebenen "reprogrammierenden" Zellmatrix moglich, auch bei 
nicht-embryonalen Stammzellen eine "Dedif f erenzierung" 
hinsichtlich einer grSISeren Dif f erenzierf ahigkeit zu bewirken. 
Es ist auch denkbar, dass es treffender ist, von einer 
"Transdifferenzierung" der zugefuhrten Spenderzellen zu 
sprechen, wobei .durch deren Einbettung in eine entsprechend 
stimulierende zellulare Umgebung deren Plastizitat zur 
Entfaltung gebracht wird. Die Wirkungsweise der „Stimulierung" 
ist zwar zur Zeit nicht vollends geklart, es scheinen aber 
neben der extrazellularen Matrix sowohl interzellulare, etwa 
autokrine und parakrine Faktoren als auch die „Polaritat M des 
Embryos eine Rolle zu spielen. Es liegt der vorliegenden 
Erfindung somit die Vorstellung zugrunde, dass mdgliche 
Defizite hinsichtlich ihrer Dif f erenzierf ahigkeit von 
Stammzellen, die nicht aus Praembryos oder friihen Embryos 
gewonnen wurden, durch deren Kontakt mit einer entsprechenden 
reprogrammierenden Zellmatrix kompensiert werden konnen, wobei 
darauf Bedacht genommen werden muss, dass hinsichtlich einer 
optimierten Ausbeute von neugebildeten Zelllinien die Zellen 
der inneren Zellmasse der Blastozyste bzw. die Zellen der 
Morula Uber eine im Vergleich zur Wildtyp-Blastozyste bzw. 
Wildtyp-Morula eingeschrankte Oberlebensf ahigkeit verftlgen, 
oder deren Oberlebensfahigkeit durch geeignete 

Kultivierungsbedingungen herabgesetzt wird. Somit unterstutzen 
die Zellen der inneren Zellmasse bzw. die Zellen der Morula 
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zwar die erwunschte Reprogrammierung der zugeftihrten Spender- 
Stammzellen, wenngleich durch deren eingeschrankte 
Oberlebensfahigkeit ihr Anteil an den Zellen des sich 
entwickelnden Organisraus laufend abnimmt. 

Eine „eingeschrankte Oberlebensfahigkeit" der Zellen der 
Morula bzw. der inneren Zellmasse der Blastozyste kann auf 
unterschiedliche Art erfolgen. Entweder ist die eingeschrankte 
Oberlebensfahigkeit schon „intrinsisch" gegeben, wie etwa bei 
tetraploiden Embryonen, oder es kann „extrinsisch" eine 
eingeschrankte Oberlebensfahigkeit gewisser Zellen mithilfe 
geeigneter Kultivierungsbedingungen hervorgeruf en werden. Auf 
beide M6glichkeiten wird im folgenden noch eingegangen werden. 

Anspruch 2 sieht eine bevorzugte Aus fiihrungs form vor, der zu 
Folge die Spenderzellen natarlich vorkommende Stammzellen 
enthalten. Unter „natarlich vorkommende" Stammzellen werden 
hier adulte, somatische Stammzellen, auch aus Nabelschnurblut, 
verstanden, wie sie in vivo zu finden sind. Bezuglich der oben 
erwahnten MAPCs wurde f estgestellt , dass die nach langer 
Kultivierungsdauer von mehreren Monaten isolierten MAPCs 
tatsachlich in vivo nicht existieren durften, sondern dass 
aufgrund der langen Kultivierungsdauer Zellen mit veranderten 
Eigenschaften geztichtet wurden. Es ist auch beim 
erfindungsgemaiien Verfahren nicht ganzlich auszuschlieAen, 
dass trotz der wesentlich kurzeren Aufbereitungs- und 
Kultivierungsperiode die Spenderzellen eine, im Vergleich zu 
den in vivo vorkommenden nattirlichen Stammzellen, veranderte 
Zellpopulation darstellen. In der bevorzugten Ausf uhrungsf orm 
des erfindungsgemaBen Verfahrens enthalten die Spenderzellen 
jedoch naturlich vorkommende Stammzellen, was neben der 
erfindungsgemaJSen Verwendung von Spenderzellen mit 
unterschiedlichem Dif ferenzierungsgrad auch durch eine rasche 
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Aufbereitung und Kultivierung der Spenderzellen begunstigt 
wird. 

Anspruch 3 sieht eine spezielle Ausf uhrungsf orm des 
erf indungsgemalien Verfahrens vor, der zu Folge die Zellen der 
Morula oder der inneren Zellmasse der Blastozyste als 
Reaktionsmedium in einer Kulturschale aufbereitet sind. Es 
ware aber auch denkbar, die Zellen der Morula oder der inneren 
Zellmasse der Blastozyste zur Aufbereitung eines 
Reaktionsmediums wie in [37] beschrieben, zu verwenden, da man 
derzeit annimmt, dass auch geloste Matrixbestandteile wie z.B. 
Laminin, Kollagen-IV, Zytokine oder auch auf der Zelle 
vorhandene Proteine wie etwa Glykoproteine als 
^reprogranonierende^ Zellmatrix wirken konnen. Vorzugsweise 
wird hierzu ein Standard-Medium verwendet, das insbesondere 
auf die Verwendung von FCS („Fetal calf serum") oder eines 
anderen, von tierischen Proteinen abgeleiteten Serum 
verzichtet . 

Anspruch 4 sieht vor, die Spenderzellen aus Nabelschnurblut zu 
gewinnen, insbesondere uber Herstellung einer hochgereinigten 
Fraktion, die etwa zu 5% Stammzellen enthalt. 

Anspruch 5 sieht vor, die Spenderzellen aus der Plazenta zu 
gewinnen. Die Plazenta enthalt eine Vielzahl an Zellen, die 
fur das erf indungsgemaiJe Verfahren interessant sind, wie etwa 
mesenchymale Zellen und Endothelzellen, von denen angenommen 
wird, eine besonders ergiebige Quelle fur Stammzellen zu sein. 
Anspruch 6 sieht vor, die Spenderzellen aus dem Knochenmark zu 
gewinnen. Anspruch 7 sieht vor, die Spenderzellen aus dem 
Fettgewebe zu gewinnen, das sich als besonders interessante 
Quelle abzeichnet, da Stammzellen aus dem Fettgewebe relativ 
leicht zu gewinnen sind. Die Gewinnung der Spenderzellen 
umfasst eine Aufbereitung der etwa aus einem erwachsenen 
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Organismus entnommenen Probe, wobei die Auf bereitung darauf 
abzielt, die Konzentration an in der Probe enthaltenen 
Stammzellen zu erhohen. Methoden dieser Art sind Stand der 
Technik und dem Fachmann wohlvertraut . 

Anspruch 8 sieht vor, dass die Zellen der Empf angermorula bzw. 
der inneren Zellmasse der Empf angerblastozyste tetraploide 
Zellen sind. Verfahren zur Verwirklichung einer solchen 
Tetraploidie sind gemaJJ dem Stand der Technik bekannt [6, 7] . 
Wie bereits erwahnt wurde, verfugen tetraploide Zellen ttber 
eine eingeschr^nkte Lebensf ahigkeit . Aufgrund der intrinsisch 
gegebenen, eingeschrankten Oberlebensf ahigkeit der 

tetraploiden Zellen der Morula bzw. der inneren Zellmasse der 
Blastozyste nehmen diese in ihrer Anzahl allmahlich ab und 
stellen so eine zunehmende Popularisierung der sich 
entwickelnden Blastozyste mit Nachf olgerzellen der zugefQhrten 
Spenderzellen sicher, wobei sie uber die Zeitdauer ihres 
Bestehens die erf orderlichen interzellulSren Signale zur 
Reprogrammierung der zugefuhrten Spenderzellen hinsichtlich 
einer groJieren Dif f erenzierf ahigkeit setzen. 

Anspruch 9 sieht ein alternatives Verfahren vor, die Zellen 
der Morula oder der inneren Zellmasse der Blastozyste mit 
einer eingeschrankten Oberlebensf ahigkeit auszustatten, indem 
deren Genom ein Vektor eingeschleust wird, der eine letale 
Sensibilitat gegenuber entsprechend gewahlten 

Kultivierungsbedingungen verursacht. Werden nach Zufuhr der 
Spenderzellen zur Morula bzw. zur Blastozyste die 
Kultivierungsbedingungen entsprechend gewahlt, hat dies ein 
gezieltes Absterben der Zellen der Morula bzw. der inneren 
Zellmasse zur Folge, ohne die Oberlebensf ahigkeit der 
Spenderzellen und der Trophoblasten zu beeintrSchtigen. So 
konnen etwa Vektoren gewahlt werden, die eine hohere 
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Sensitivitat gegenuber Temperaturerhohung oder bestimmten 
Zusatzen far Kulturmedien verursachen. 

Alternativ dazu sieht Anspruch 10 vor, das Genom der 
Spender zellen mit einem Vektor wie z.B. einem Neomycin- 
Resistenz-Gen oder Puromycin-Resistenz-Gen zu versehen, der 
eine Resistenz gegenuber Medien mit Zusatzen wie z.B. G418 
oder Puromycin verursacht. Es muss hierbei aber sicher 
gestellt sein, dass die Einschleusung des Vektors in die 
Spenderzellen nicht Kultivierungszeiten bedingt, die das 
erf indungsgemafie Ziel von moglichst kurzen Kultivierungszeiten 
der Spenderzellen vor deren Zufuhr zur Blastozyste 
beeintrachtigt . Es konnen ebenfalls Vektoren zugefiihrt werden, 
die Zellen resistent gegenuber gewissen Temperatureinf ltissen, 
wie z.B. Temperaturerhohungen, machen [13-17] . 

Als weitere Alternative sieht Anspruch 11 vor, die 
Uberlebensfahigkeit der Zellen der Morula bzw. der inneren 
Zellmasse der Blastozyste durch Zusatz geeigneter Antikorper 
zum Kulturmedium herabzuset zen . Durch Zugabe von spezifischen 
Antikorpern (AK) , die mit zellschadigenden Substanzen beladen 
sind und nur an Zellen anhaften, die einen Rezeptor fur den 
spezifischen AK besitzen, werden so nur diese Zellen 
geschadigt. Techniken dieser Art sind etwa in [18-22] 
beschrieben. 

Die Verwirklichung der Anspruche 9 bis 11 ermoglicht es, eine 
vorteilhafte Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemailen Verfahrens 
gemaft Anspruch 12 zu verwirklichen, der zu Folge die 
Herabsetzung der Oberlebensf ahigkeit der Zellen der Morula 
bzw. der inneren Zellmasse der Blastozyste in einer auf die 
unterschiedlichen Dif f erenzierungsgrade der Spenderzellen 
abgestimmten und zeitlich wohlgeordneten Weise erfolgt. Eine 
unterschiedliche Zusammensetzung der in die Wirtsmorula bzw. 




Wirtsblastozyste eingefUhrten Spenderzellen kann namlich 
bedingen, dass das Absterben der Zellen der Morula bzw. der 
inneren Zellmasse der Blastozyste in einer zeitlich 
abgestimmten Weise erfolgen muss, um eine optimierte 
Signalsetzung der reprogrammierenden Zellmatrix zu erzielen. 
Die gezielte Herabsetzung der Oberlebensf ahigkeit der Zellen 
der Morula bzw. der inneren Zellmasse muss aber darauf 
Rucksicht nehmen, die Trophoblasten in ihrer 

Oberlebensfahigkeit nicht zu beeintrachtigen, da sie fur das 
weitere Oberleben des Embryos wichtig sind, insbesondere wenn 
die Blastozysten in ein Leihmuttertier transferiert werden. 

Die aus einer Zellprobe des Spenderorganismus oder aus 
Nabelschnurblut gewonnene Zellprobe stellt, wie erwahnt, auch 
nach Reinigung der Probe hinsichtlich der 

Differenzierfahigkeit der enthaltenen Zellen eine asynchrone 
Zellpopulation dar, die nicht nur multipotente, bestenfalls 
auch pluripotente Stammzellen enthalt, sondern auch Zellen mit 
geringerer Differenzierfahigkeit wie gewebstypische Zellen, 
die aber dennoch unter bestimmten Umstanden eine 
Transdif ferenzierung in gewebstypische Zellen anderer Gewebe 
vollziehen konnten, oder auch dif f erenzierte Zellen womoglich 
ohne jegliche Differenzierfahigkeit. Es kann sich daher als 
vorteilhaft erweisen, vor dem Zufuhren der Spenderzellen in 
die Morula bzw. Blastozyste die Spenderzellen in Kulturschalen 
mit anderen Blastozysten oder isolierten inneren Zellmassen 
anderer Blastozysten gemaft Anspruch 13 in Kontakt zu bringen. 
Methoden zur Isolierung und Kultivierung innerer Zellmassen 
sind dem Fachmann bekannt, wobei aus isolierten inneren 
Zellmassen letztendlich ein Medium undif f erenzierter Zellen 
bereitet wird, auf das die Spenderzellen mit hoher 
Kontaktwahrscheinlichkeit zu den Zellen der auf bereiteten 
inneren Zellmassen aufgetragen oder gespUlt werden konnen. Es 
hat sich namlich herausgestellt , dass durch den Kontakt mit 
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Blastozysten oder isolierten inneren Zellmassen von 
Blastozysten eine Selektion von fur das erf indungsgemafie 
Verfahren geeigneten Zellen hinsichtlich hoherer 

Dif f erenzierfahigkeit erreicht werden kann. Spenderzellen mit 
relativ hoherer Affinitat zu deru aus inneren Zellmassen 
aufbereiteten Medium oder den Blastozysten konnen isoliert 
werden und stehen zur weiteren therapeutischen, diagnostischen 
oder wissenschaf tlichen Applikation zur Verfiigung, konnten 
aber auch zur weiteren Dif f erenzierung in Morulae oder 
Blastozysten injiziert werden. Im letzteren Fall wird dadurch 
die Wahrscheinlichkeit einer Induktion einer hoheren 
Dif f erenzierungsf Shigkeit der injizierten Spenderzellen durch 
die Zellmatrix der Morula bzw. der inneren Zellmasse der 
Wirtsblastozyste erhoht, wobei die Zeitdauer dieses 
zus&tzlichen Verf ahrensschrittes lediglich einige wenige 
Minuten betragt, im Fall eines Aufspiilens der Spenderzellen 
auf das aus inneren Zellmassen aufbereiteten Medium auch nur 
wenige Sekunden, sodass auch bei Verwirklichung dieses 
Schrittes die Kultivierungsperioden vergleichsweise kurz 
gehalten werden konnen. 

Alternativ dazu kann auch die Verwirklichung der Merkmale von 
Anspruch 14 vorgesehen sein, indem die Praselektion von fur 
das erf indungemaiie Verfahren geeigneten Zellen iiber 
entsprechende Marker erfolgt. 

Die Ansprtiche 15 und 16 sehen spezielle Ausf iihrungsf ormen des 
erf indungsgemafien Verfahrens dar. Insbesondere bei der 
Verwendung von humanen Spenderzellen und beispielsweise deren 
Injektion in Schwein-Blastozysten besteht iiber das 
erf indungsgemafie Verfahren die Moglichkeit, Zelllinien zu 
erzeugen, deren genetische Eigenschaf ten vergleichbar, im 
besten Fall ident zu jenen der urspriinglichen, humanen 
Spenderzellen sind, obwohl die nach Anwendung des 
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erfindungsgemafien Verfahrens sich entwickelnde Schwein- 
Blastozyste keineswegs genetisch ident zu den Spenderzellen 
ist. In einem spateren Entwicklungsstadium der Schwein- 
Blastozyste kdnnen neue, dif f erenzierf ahige Zellen, 
dif ferenzierte Zelllinien Oder auch ganze Organe mit 
genetischer Identitat zu den humanen Spenderzellen und im 
Optimalfall auch immunologischer Kompatibilitat zum 
Spender or ganismus isoliert werden, ohne dass dies den Einsatz 
humaner embryonaler Stammzellen erfordern wurde. 

Anspruch 17 sieht eine vorteilhafte Art der Zufuhr der 
Spenderzelle in die Wirtsblastozyste vor, indem die Zufuhr 
durch Injektion erfolgt. 

Anspruch 18 sieht eine vorteilhafte Art der Zufuhr der 
Spenderzelle in die Wirtsmorula vor, indem die Zufuhr durch 
Aggregation erfolgt . 

Anspruch 19 bezieht sich auf eine spezielle Ausf uhrungsf orm 
des erf indungsgem^Ben Verfahrens, der zu Folge es sich bei den 
Spenderzellen urn humane Zellen handelt. Es ist jedoch durchaus 
mSglich, dass die Morula oder Blastozyste, denen die 
Spenderzellen zugeftihrt werden, dennoch nicht-humanen 
Ursprungs sind. Da die aus dem erf indungem^Iien Verfahren 
geernteten Zelllinien oder auch Organstrukturen genetisch 
ident zu den Spenderzellen sind, eignen sie sich zur 
Verwendung als PrSparat zur therapeutischen Intervention gemafi 
der Ansprtiche 20 und 21, etwa fiir Erkrankungen, wie sie in 
Anspruch 22 genannt sind. 

Anspruch 23 bezieht sich auf eine spezielle Ausf Uhrungsf orm 
des erf indungsgemalien Verfahrens, der zu Folge es sich bei den 
Spenderzellen urn nicht-humane Zellen handelt. Da die aus dem 
erf indungsgemalien Verfahren geernteten Zelllinien wiederum 
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genetisch ident zu den Spenderzellen sind, eignen sie sich zur 
Verwendung als Praparat zur therapeutischen und diagnostischen 
Intervention im Veterinarbereich gemali Anspruch 24, sowie zur 
Erzeugung von genetisch identen Zellen und Organstrukturen zur 
therapeutischen, diagnostischen oder wissenschaf tlichen 
Anwendung gemali Anspruch 25, etwa fur Erkrankungen, wie sie in 
Anspruch 26 genannt sind. 

Eine mSgliche Ausf tihrungsf orm des erf indungsgemaBen Verfahrens 
wird nun anhand der beiliegenden Figuren 1 bis 3 naher 
beschrieben. 

Figur 1 soli hierbei schematisch darstellen, wie gemaft einer 
Ausfuhrungsform des erf indungsgemaBen Verfahrens zunachst eine 
tetraploide Blastozyste 1 hergestellt wird. Die von der Zona 
Pellucida 3 umgebenen Blastomeren 2 eines Zwei-Zell-Praembryos 
konnen etwa durch Elektrof usion in einen Ein-Zell-Praembryo 
mit vierfachem Chromosomensatz umgewandelt werden. Techniken 
zur Erzeugung tetraploider Praembryonen sind gemali dem Stand 
der Technik bekannt und etwa in [6, 7, 23-27] beschrieben. Der 
Praembryo vollzieht weiterhin Zellteilungen der Blastomeren 
und entwickelt sich in weiterer Folge zu einer Blastozyste 1. 
In Fig. 1 sind in schematischer Weise die innere Zellmasse 4 
sowie die Trophoblasten 5 angedeutet. 

Andererseits wird eine etwa von Nabelschnurblut stammende 
Probe Oder auch eine von einem erwachsenen Organismus, etwa 
von Fettgewebe, entnommene Probe einer Aufbereitung 
unterzogen, die auf eine Konzentrationserhehung der 
enthaltenen Stammzellen abzielt. Techniken zur Aufbereitung 
einer Probe zwecks Herstellung einer gereinigten Zellfraktion 
sind ebenfalls gemali dem Stand der Technik bekannt und etwa in 
[28, 32, 34] beschrieben. Das Ergebnis der Aufbereitung sind 
Spenderzellen 6 (Fig. 2), die unterschiedlichen 
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Dif f erenzierungsgrad aufweisen und multipotente/pluripotente 
oder auch dif f erenzierte Zellen umfassen konnen, wobei in 
einer Probe adulter Zellen eines Spenderorganismus in der 
Regel eine relativ grolie Anzahl an dif f erenzierter oder kaum 
mehr dif f erenzierf ahiger Zellen anzufinden sein wird und 
lediglich eine geringe Anzahl an Zellen noch liber 
multipotenten/pluripotenten Charakter verfUgt. Das 

Differenzierungspotential ist far einige Typen adulter 
Stammzellen gem^fi dem Stand der Technik bekannt [z.B. 29, 30, 
31, 34]. 

Im Rahmen des erf indungsgemafien Verfahrens ist nun vorgesehen, 
die Spenderzellen 6 nicht mithilfe ausreichend langer 
Kultivierungsperioden hinsichtlich der Dif f erenzierf ^higkeit 
der enthaltenen Zellen zu synchronisieren, sondern sie in 
Morulae 7 oder Blastozysten 1 einzubringen, deren Zellen 2, 
bei Blastozysten jene der inneren Zellmasse 4, nun aufgrund 
der herbeigefuhrten Tetraploidie liber eine im Vergleich zur 
Wildtyp-Morula bzw . Wildtyp-Blastozyste eingeschrankte 
Oberlebensfahigkeit verfugen (Fig. 3) . Wie bereits erwahnt 
wurde f uben die Zellen 2 der Wirtsmorula 7 bzw. der inneren 
Zellmasse 4 der Wirtsblastozyste 1 offenbar eine entscheidende 
Funktion darin aus, eingefttgte Stammzellen zum Wiedereintritt 
in ein embryonales Dif f erenzierungsprogramm zu induzieren. Wie 
nun tiberraschend festgestellt wurde, ist es aufgrund der durch 
die Zellen der inneren Zellmasse 4, aber auch durch die Zellen 
2 der Morula 7, gegebenen "reprograramierenden" Zellmatrix 
m5glich, auch bei nicht-embryonalen Stammzellen eine 
"Dedif f erenzierung" hinsichtlich einer grofieren 

Dif f erenzierf Shigkeit zu bewirken. Wie bereits erwahnt wurde, 
mag es treffender sein, von einer "Transdiff erenzierung" der 
zugefiihrten Spender-Stammzellen 6 zu sprechen, wobei durch 
deren Einbettung in eine entsprechend stimulierende zellulare 
Umgebung deren Plastizitat zur Entfaltung gebracht wird. Es 
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liegt der vorliegenden Erfindung somit die Vorstellung 
zugrunde, dass mogliche Defizite hinsichtlich ihrer 
Differenzierf ahigkeit von Stammzellen, die nicht aus 
Praembryos Oder fruhen Embryos gewonnen wurden, durch deren 
Kontakt mit einer entsprechenden reprogrammierenden Zellmatrix 
kompensiert werden konnen, wobei darauf Bedacht genommen 
werden muss, dass hinsichtlich einer optimierten Ausbeute von 
neugebildeten Zelllinien die Zellen der inneren Zellmasse 4 
der Blastozyste 1 bzw. die Zellen 2 der Morula 7 uber eine im 
Vergleich zur Wildtyp-Blastozyste bzw. Wildtyp-Morula 
eingeschrankte Oberlebensf ahigkeit verftigen. Somit 

untersttitzen die Zellen der inneren Zellmasse 4 bzw. die 
Zellen 2 der Morula 7 zwar die erwunschte Reprogrammierung der 
zugefiihrten Spender-Stammzellen 6, wenngleich durch deren 
eingeschrankte Oberlebensf ahigkeit ihr Anteil an den Zellen 
des sich entwickelnden Organismus laufend abnimmt. 

Wie ebenfalls in Fig. 3 angedeutet ist, konnen dabei die 
Zellen 2 der Morula 7 in einer Kulturschale 8 aufbereitet 
sein. Alternativ dazu kdnnen auch die Zellen der inneren 
Zellmasse 4 der Blastozyste 1 in einer Kulturschale 10 
aufbereitet sein. Des weiteren ist es denkbar, die Ko- 
Kultivierung auch in einer Kulturschale 9 mithilfe von 
entsprechend aufbereiteten Blastozysten 1 durchzufiihren. 
Techniken zur Ko-Kultivierung von Stammzellen mit anderen 
Zelltypen sind etwa in [35, 36] beschrieben. 

Insbesondere bei der Verwendung von humanen Spenderzellen 6 
und beispielsweise deren Injektion in Schwein-Blastozysten 1 
besteht uber das erf indungsgemaJSe Verfahren die Moglichkeit, 
Zelllinien zu erzeugen, deren genetische Eigenschaf ten 
vergleichbar, im besten Fall ident zu jenen der 
urspriinglichen, humanen Spenderzellen 6 sind, obwohl die nach 
Anwendung des erf indungsgemaJien Verfahrens sich entwickelnde 
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Schweins-Blastozyste 1 keineswegs genetisch ident zu den 
Spender zellen 6 ist. In einem spateren Entwicklungsstadium der 
Schweins-Blastozyste 1 konnen neue, dif f erenzierf ahige Zellen 
Oder differenzierte Zelllinien mit genetischer Ahnlichkeit 
bzw. Identitat zu den humanen Spenderzellen 6 und im 
Optimalfall auch invmunologischer Kompatibilitat zum 
Spenderorganismus isoliert werden, ohne dass dies den Einsatz 
humaner embryonaler Stammzellen erfordern wurde. Aus diesen 
Zelllinien sind Praparate fur eine Vielzahl an menschlichen 
Erkrankungen, wie in den Anspriichen ausgefiihrt, herstellbar. 

Bei Transfer der Schweins-Blastozyste 1 in ein Leihmuttertier 
ist es auch denkbar, die Entwicklung von Organen mit 
genetischer Ahnlichkeit bzw. Identitat zu den humanen 
Spenderzellen 6 und im Optimalfall auch immunologischer 
Kompatibilitat zum Spenderorganismus zu ermoglichen. So konnte 
mithilfe des erf indungsgemaBen Verfahrens etwa aus 
menschlichen Spenderzellen 6, die ohne Verwendung eines 
Praembryos oder Embryos gewonnen wurden, unter Verwendung 
einer Schweins-Blastozyste ein Herz eines Schweines aus bis zu 
100% menschlichen Zellen resultieren, ohne dabei Leiden des 
betreffenden Tieres zu verursachen. Das Herz stiinde im 
Optimalfall unter volliger immunologischer Kompatibilitat dem 
Spenderorganismus zur Verfugung. 
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Patentanspruche ; 



Verfahren zur Erzeugung von Zelllinien oder einzelner 
Organe, wobei dif f erenzierf ahige Spenderzellen (6) einer 
Morula (7) oder Blastozyste (1) zugefiihrt werden, die 
unter Bedingungen kultiviert werden, die eine weitere 
Entwicklung der Morula (7) oder Blastozyste (1) in 
Stadien, in denen neu gebildete Zelllinien mit hdherem 
Differenzierungsgrad auftreten, gestatten, sowie die 
Isolierung dieser Zelllinien oder Weiterdif f erenzierung 
dieser Zelllinien in Organe durch Transfer der 
Blastozyste (1) in ein Leihmuttertier umfasst, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zellen (2) der Morula (7) oder 
der inneren Zellmasse (4) der Blastozyste (1) iiber eine 
im Vergleich zum jeweiligen Wildtyp eingeschrankte 
uberlebensfahigkeit verfugen oder deren 

uberlebensfahigkeit durch geeignete 

Kultivierungsbedingungen herabgesetzt wird, und die der 
Morula (7) oder Blastozyste (1) zugefuhrten 
Spenderzellen (6) unterschiedlichen Differenzierungsgrad 
aufweisen. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Spenderzellen (6) naturlich vorkommende Stammzellen 
enthalten. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zellen (2) der Morula (7) oder 
der inneren Zellmasse (4) der Blastozyste (1) in einer 
Kulturschale (8, 9, 10) aufbereitet sind oder zur 
Aufbereitung einer loslichen Matrixf raktion dienen. 
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4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Spender zellen (6) aus 
Nabelschnurblut gewonnen werden. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Spenderzellen (6) aus der 
Plazenta gewonnen werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Spenderzellen (6) aus dem 
Knochenmark gewonnen werden. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Spenderzellen (6) aus dem 
Fettgewebe gewonnen werden. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zellen (2) der Morula (7) oder 
der inneren Zellmasse (4) der Blastozyste (1) 
tetraploide Zellen sind. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Zellen (2) der Morula (7) oder 
der inneren Zellmasse (4) der Blastozyste (1) Zellen 
aufweist, deren Genom Vektoren enthalt, die im Vergleich 
zum jeweiligen Wildtyp eine letale Sensibilitat 
gegenuber entsprechenden ■ Kultivierungsbedingungen 
verursachen. 

10. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Genom der Spenderzellen (6) 
einen Vektor enthalt, der eine Resistenz gegen Zusatze 
ftir Kulturmedien verursacht. 
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11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Oberlebensf ahigkeit der Zellen 
(2) der Morula (7) Oder der inneren Zellmasse (4) der 
Blastozyste (1) durch Zusatz geeigneter Antikorper 
herabgesetzt wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Herabsetzung der 
Oberlebensf ahigkeit der Zellen (2) der Morula (7) oder 
der Zellen der inneren Zellmasse (4) der Blastozyste (1) 
in einer auf die unterschiedlichen Dif f erenzierungsgrade 
der Spender zellen (6) abgestimmten und zeitlich 
wohlgeordneten Weise erf olgt . 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet:, dass vor dem Zufiihren der Spender zellen 
(6) in die Morula (7) oder der Blastozyste (1) die 
Spenderzellen (6) in Kulturschalen mit anderen 
Blastozysten oder aus anderen Blastozysten isolierten 
inneren Zellrnassen in Kontakt gebracht werden, jene 
Spenderzellen mit relativ hoherer Kontaktaf f initat 
isoliert und der Morula (7) bzw. erstgenannten 
Blastozyste (1) zugefiihrt werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass vor dem Zufiihren der Spenderzellen 
(6) in die Morula (7) oder Blastozyste (1) die 
Spenderzellen (6) mit einem genetischen Marker 
ausgestattet werden, die eine Isolierung von Zellen mit 
niedrigerem Dif f erenzierungsgrad und deren Zufiihren in 
die Morula (7) oder Blastozyste (1) gestatten. 

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei der Morula (7) oder 
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Blastozyste (1) urn eine Maus-Morula oder Maus- 
Blastozyste handelt. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei der Morula (7) oder 
Blastozyste (1) urn eine Schwein-Morula oder Schwein- 
Blastozyste handelt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass bei Zufuhr der Spenderzellen (6) zu 
einer Blastozyste (1) die Zufuhr durch Injektion 
erfolgt. 

Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass bei Zufuhr der Spenderzellen (6) zu 
einer Morula (7) die Zufuhr durch Aggregation erfolgt. 

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei den Spenderzellen (6) 
urn humane Spenderzellen handelt. 

Verwendung von gemafi Anspruch 19 erzeugten Zelllinien 
als PrSparat zur diagnostischen und therapeutischen 
Intervention und fur wissenschaf tliche Zwecke bei 
Erkrankungen des Menschen. 

Verwendung von gemafi Anspruch 19 erzeugten Zelllinien 
zur Erzeugung von Organstrukturen zur therapeutischen, 
diagnostischen oder wissenschaf tlichen Anwendung bei 
Erkrankungen des Menschen. 

Verwendung von gemaJi Anspruch 19 erzeugten Zelllinien 
nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, dass 
es sich bei den Erkrankungen des Menschen um 
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Herz/Kreislauferkrankungen, neurologische Erkrankungen, 
Fortpflanzungsstorungen, Krebs, Augenerkrankungen, 
hormonelle Storungen, Lungenerkrankungen, metabolische 
StSrungen, vererbte Erkrankungen, Erkrankungen des 
Bewegungs-, Sttitz- und Bandapparates, Erkrankungen der 
Haut, des Knorpels und des Knochens, sowie 
Autoimmunstorungen handelt . 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch 
gekennzeichnet, dass es sich bei den Spenderzellen (6) 
tun Spenderzellen nicht-humaner Saugetiere handelt. 

Verwendung von gemali Anspruch 23 erzeugten Zelllinien 
als Praparat zur diagnostischen und therapeutischen 
Intervention und fur wissenschaf tliche Zwecke bei 
Erkrankungen nicht-humaner Saugetiere. 

5. Verwendung von gemali Anspruch 23 erzeugten Zelllinien 
zur Erzeugung von Organstrukturen zur therapeutischen, 
diagnostischen oder wissenschaf tlichen Anwendung bei 
Erkrankungen nicht-humaner Saugetiere. 

6. Verwendung von gemali Anspruch 23 erzeugten Zelllinien 
nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet, dass 
es sich bei den Erkrankungen des Saugetiers urn 
Herz/Kreislauferkrankungen, neurologische Erkrankungen, 
Fortpflanzungsstorungen, Krebs, Augenerkrankungen, 
hormonelle StSrungen, Lungenerkrankungen, metabolische 
StSrungen, vererbte Erkrankungen, Erkrankungen des 
Bewegungs-, Sttitz- und Bandapparates Erkrankungen der 
Haut, des Knorpels und des Knochens, sowie 
AutoimmunstSrungen handelt. 

Der Patentanwalt 
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Zusammenf assunq : 

Verfahren zur Erzeugung von Zelllinien oder einzelner Organe, 
wobei dif ferenzierf ahige Spenderzellen einer Morula oder 
Blastozyste zugefuhrt werden, die unter Bedingungen kultiviert 
werden, die eine weitere Entwicklung der Morula oder 
Blastozyste in Stadien, in denen neu gebildete Zelllinien mit 
hoherem Dif f erenzierungsgrad auftreten, sowie Isolierung 
dieser Zelllinien oder Weiterdif f erenzierung dieser Zelllinien 
in Organe gestatten. Das erf indungsgemafie Verfahren zeichnet 
sich dadurch aus, dass die Zellen der Morula oder der inneren 
Zellmasse der Blastozyste uber eine im Vergleich zuin 
jeweiligen Wildtyp eingeschr^nkte Oberlebensf Mhigkeit verftigen 
oder deren Oberlebensf ahigkeit durch geeignete 

Kultivierungsbedingungen herabgesetzt wird, und die der Morula 
oder Blastozyste zugefuhrten Spenderzellen unterschiedlichen 
Dif f erenzierungsgrad aufweisen. Dadurch kann im Vergleich zu 
herkommlichen Verfahren eine wesentlich verkiirzte 

Kultivierungsdauer der Spenderzellen erreicht werden, wodurch 
die Bereitstellung naturlicher Stammzellen begiinstigt, 
allenfalls erst dadurch ermoglicht wird. Als weitere 
Verwendung der Blastozyste kann auch deren Transfer in ein 
Leihmuttertier vorgesehen sein. 
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